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摘要 : 利用 RT-PCR 及 cDNA ARG TRE IE. IIIT TER W AR a A Je Se R R J AE CCMDH) 基因 
Cs-cMDH (GenBank 登录 号 为 GQ845406) 。 该 基因 全 长 1 235 bp， 编 码 332 个 氨基 酸 ， 分 子 量 约 为 35.5 
kD。 含 重组 质粒 pGEX-MDH 的 coli Rosetta 经 0.5 mmol eL? IPTG F 32 诱导 3 h 后 可 以 获得 大 量 可 
溶性 的 61.5 kD 融合 蛋白 。NCBI 的 BLAST 结果 显示 ，Cs-cMDH 与 高 等 植物 cMDH 的 氨基 酸 序列 一 致 性 
高 达 88%% 一 93%。 通 过 基于 蛋白 质 结 构 的 多 序列 比 对 ， 预 测 Cs-cMDH 为 二 聚 体 ， 每 个 亚 基 包 含 13 个 B- 
HÆR 13 个 a- 螺 旋 。Cs-cMDH 包含 典型 的 MDH“ 指 纹 ”(fingerprint) 序列 G? AAGQIG' ， 其 氨基 酸 残 
基 DD 在 所 有 NAD-MDH 中 都 很 保守 。Cs-cMDH 还 包含 一 些 与 其 它 NAD-MDHs 同 源 的 保守 序列 单元 ， 
MU NAD 结合 位 点 、 催 化 模 体 及 底 物 结合 位 点 。 而 且 Cs-cMDH 还 包含 在 所 有 植物 NAD-cMDHs 中 都 相当 
保守 的 6 个 Cys， 因 此 我 们 推断 Cs-cMDH 为 茶树 细胞 质 NAD-MDH。 茶 树 基础 代谢 相关 基因 cMDH 的 克 
隆 和 原核 表达 为 Cs-cMDH 的 功能 研究 奠定 了 基础 。 
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Prokaryotic Expression and Bioinformatics Analysis of Cytosolic 


Malate Dehydrogenase from Camellia sinensis (Theaceae) 
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Wuhu 241000, China; 2 Anhui Key Laboratory of Biotic Environment and Ecological Security , Wuhu 241000, China) 


Abstract: The complete gene of cytosolic malate dehydrogenase (cMDH) from Camellia sinensis , called Cs- 
cMDH , was obtained by RT-PCR and rapid amplification of cDNA ends (GenBank accession number 
GQ845406). This gene was 1 235 bp in length, encoding a protein of 332 amino acids with the putative mo- 
lecular weight of 35.5 kD. The E. coli Rosetta (DE3) harboring pGEX-MDH was induced by 0.5 mmol II 
IPTG at 32°C for 3 hours, and a 61. 5 kD glutathione Stransferase (GST) -fused MDH was obtained in solu- 
ble form. The results of NCBI-BLAST revealed that Cs-cMDH shared 88% —93% of amino acid sequence i- 
dentity with other cMDH from different higher plants. According to the multiple sequence alignment based 
on the three-dimensional structure of protein, Cs-cMDH was predicted to be a dimer with thirteen 8-sheet and 


thirteen a-helix of each subunit. Cs-cMDH contains typical fingerprint sequence (G AAGQIG" ) as all 
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MDHs. The amino acid DR in Cs-cMDH is conserved in all NAD-MDHs. Cs-cMDH also has some conserved 


sequence units homologous to other NAD-MDHs, such as NAD+ binding sites, catalytic motif and substrate 


binding sites. Moreover, Cs-cMDH contains six Cys which are highly conserved in all plant NAD-cMDHs. 
Therefore, Cs-cMDH was inferred to be NAD-dependent cMDH. The present study may provide the funda- 


ment for the further functional characterization of Cs-cMDH . 


Key words: Camellia sinensis ; Cytosolic malate dehydrogenase; RT-PCR; Rapid amplification of cDNA 


ends; Sequence analysis; Secondary structure 


ae FR R ft al ff (malate dehydrogenase, 
MDH) 广泛 存在 于 生物 体内 ， 主 要 催化 草 酰 乙 
酸 和 苹果 酸 之 间 的 可 逆转 化 ， 参 与 调节 三 羧 酸 循 
环 、 乙 醋酸 通路 、 氨 基 酸 合成 、 葡 萄 糖 异 生 、 氧 
化 还 原平 衡 的 维持 以 及 细胞 质 基 质 和 细胞 器 之 间 
的 物质 交换 。 已 知 的 MDH 是 由 相同 或 相似 亚 基 
组 成 的 二 聚 体 或 四 聚 体 酶 (Musrati 等 ，1998) ， 
在 大 多 数 生 物体 内 MDH 以 同 源 二 聚 体 形式 存 
在 。NAD- 依 赖 型 MDH (NAD-MDH) 和 
NADP- 依 赖 型 MDH (NADP-MDH) 的 亚 基 分 
子 量 分 别 为 32.5 ~ 37 kD 和 42 ~ 43 kD 
(Ocheretina and Scheibe, 1997)。 根 据 辅 酶 特异 
性 、 亚 细胞 定位 以 及 生物 学 功能 ， 植 物 MDH E 
要 分 为 5 种 形式 : 细胞 质 NAD-MDH (cMDH 
或 cyMDH)、 线 粒 体 NAD-MDH (mMDH)、 叶 
绿 体 NADP-MDH (chMDH)、 叶 绿 体 NAD- 
MDH (cnMDH) 以 及 乙 醛 酸 体 NAD-MDH 
(gMDH) (Ocheretina and Scheibe, 1997; Gi- 
etl, 1992), 

目前 植物 的 mMDH, chMDH 和 cnMDH 
已 经 被 广泛 研究 (Gietl, 1992), MXF cMDH 
的 研究 报道 不 多 (Ocheretina and Scheibe, 
1997; Miller , 1998). cMDH 作为 苹果 酸 代 
谢 的 关键 酶 之 一 ， 在 细胞 质 基质 中 和 磷酸 烯 醇 式 
丙酮 酸 羚 化 酶 (PEPC) 一 起 催化 合成 苹果 酸 
(Chollet 等 ,1996)， 同 时 为 细胞 质 基 质 和 细胞 
器 之 间 的 多 种 穿梭 系统 提供 底 物 和 还 原 力 (He- 
ber，1974)， 如 细胞 质 和 线粒体 之 间 的 苹果 酸 / 
天 冬 氨 酸 和 苹果 酸 / 草 酰 乙酸 穿 权 系统 。cMDH 
还 对 核酸 选择 性 通道 和 糖 异 生 作 用 有 一 定 的 影响 
(Hanss “, 2002; Gibson and McAlister-Henn， 
2003), APF EADIE BI, CE fe A a 
达 MDH Ska. ere T fe OT RE EIRA 
AY Mt Se HE CB BRA FE TVR. 2004). 























































































































茶树 (Camellia sinensis ) 为 多 年 生 常 绿 木 
本 植物 ， 是 一 种 世界 范围 内 的 广泛 流行 饮品 ， 有 具 
有 重大 的 经 济 价值 ， 它 的 次 生 代 谢 物 更 是 有 着 极 
大 的 医学 价值 (Singh 等 ，2009) 。 目 前 茶树 次 生 
代谢 物 的 研究 比较 广泛 ， 但 关于 茶树 基础 代谢 酶 
类 的 研究 不 多 ， 迄今 茶树 MDH 的 研究 尚未 见报 
道 。 本 文中 我 们 采用 cDNA 快速 末端 扩 增 法 
(rapid amplification of cDNA ends, RACE) 获 
fee AS DY AM Jed Jo E R R bk at BE] Cs-cMDH )， 
实现 了 其 在 大 肠 杆菌 中 的 异 源 表 达 ， 并 通过 生物 
信息 学 手段 ， 对 Cs-cMDH 的 氨基 酸 序列 进行 了 
分 析 、 二 级 结构 预测 及 三 维 结构 的 同 源 建 模 。 












































1 材料 和 方法 
1.1 材料 来 源 

供 试 茶 树 品 种 为 安徽 农业 大 学 茶园 苗 转 的 春季 龙井 
43 一 芽 二 叶 新 梢 ， 取 样 后 迅速 用 液 氮 冷 次， 立即 保存 于 
— 80°C vk FG PE. 
1.2 总 RNA 的 提取 与 DNA 的 获得 

采用 SV Total RNA Isolation System (Promega) 提 
取 茶 叶 总 RNA， 实 验 操 作 按 说 明 书 进行 。 通 过 紫外 分 光 
光度 法 鉴定 总 RNA 的 纯度 ， 并 通过 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
检测 总 RNA 的 质量 。 以 提取 的 总 RNA 为 模板 ， 利 用 
PrimeScript™ Ist Strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa) 
进行 道 转录 ， 获 得 茶树 总 cDNA, 
1.3 Cs-cMDH 基因 保守 片段 的 扩 增 

根据 NCBI GenBank 内 已 有 的 胞 质 型 苹果 酸 脱氧 酶 
基因 序列 设计 简 并 性 引物 cMDH -P1 和 cMDH -P2 (K 
1) (Timothy 等 ,1998)。 以 茶树 总 cDNA 为 模板 ， 利 用 
Go-Taq Green Master Mix 聚合 酶 (Promega). VA cM- 
DH -P1 和 cMDH -P2 为 引物 进行 PCR 扩 增 ， 反 应 程序 
为 : 95°C 预 变性 3 min; 95°C WHE 30 s, 55°CIBK 30 s, 
72°C HE fH 1 min, 35 个 循环 ; 72 终止 延伸 10 min, 
纯化 的 PCR 产物 与 pMD19-T 载体 连接 并 转化 E. coli 
DH5a 感受 态 细胞 ，X-Gal/IPTG 平板 进行 蓝 白 斑 筛 选 ， 
将 阳性 克隆 送 上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公 司 测序 。 
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表 1 ”本 研究 所 用 引物 序列 
Table 1 Primer sequences used in this study 
引物 序列 (5 一 3 ) 
Primers Sequences (5 一 3 ) 
cMDH -P1 GCTACGCCCTGGTGcenatgathge 
cMDH -P2 CGTAGGAGCCGTCGGAGtanacncccat 
3'RACE-1 TTTGGGGTAATCATTCCTCAACTCA 
3'RACE-2 CTTGGGTTTCTATGGGTGTCTACTC 
5'RACE-1 ACGCATTGGTGTTGGCAGGGTTA 
5'RACE-2 AGCCGTCGGAGTAGACACCCATAGA 
cMDH -F1 GAGATCGC GGATCCATGGCGAAAGAACCAGTTCG 
cMDH -F2 GTACGCCG CTCGAGAGAAAGGCAAGAGTATGCCAGA 
1.4 ”Cs-cMDH 基因 的 5"RACE 和 3'RACE 1.8 Cs-cMDH 的 氨基 酸 序列 分 析 及 结构 预测 














根据 已 获得 的 Cs-cMDH 基因 保守 片段 设计 4 个 基 
因 特 异性 引物 ,分别 为 5 RACE-1 和 5’RACE-2 以 及 3 
RACE-1 和 3'RACE-2 (R 1) 。 以 茶树 总 cDNA 为 模板 ， 
利用 GeneRacer™ Kit (Invitrogen) 获得 基因 的 3 和 5 JF 


























列 ， 具 体操 作 详 见 说 明 书 。 将 获得 的 2 个 片段 纯化 后 克 
KEA pMD19-T 载 体 ， 将 筛选 的 阳性 克隆 送 上 海 英 骏 生 





物 技 术 有 限 公 司 测序 。 
1.5 Cs-cMDH 基因 全 长 cDNA 的 获得 

利用 DNAMAN 软件 将 以 上 获得 的 三 段 序列 进行 拼 
接 ， 获 得 全 长 cDNA 序列 。 设 计 引 物 cMDH -Fl 和 cM- 
DH -F2 ( 表 1)， 以 茶树 总 cDNA 为 模板 ， 使 用 高 保 真 
酶 PrimeSTAR™ HS DNA Polymerase (TaKaRa) PCR 
扩 增 Cs-cMDH 基因 的 ORF， 将 获得 的 PCR 片段 纯化 后 
克隆 和 人 pMD19-T 载体 ， 将 筛选 的 阳性 克隆 pMD19-cM- 
DH 送 上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公 司 测序 。 
1.6 Cs-cMDH 基因 的 异 源 表达 

设计 分 别 包含 Bam H | 和 Xho 了 I 酶 切 位 点 的 引物 cM- 
DH -F1 和 cMDH -F2 ( 表 1)， 以 pMD19-cMDH 为 模板 
进行 PCR。 将 纯化 的 PCR 产物 经 BamH I 和 Xho I 双 酶 
切 后 ,与 pGEX-4T-1 质粒 连接 ， Fe 4b E. coli DH5a 感受 
态 细胞 ， 获 得 重组 质粒 pGEX-MDH。 经 测序 鉴定 后 ， 
将 pGEX-MDH #ẸA E. coli Rosetta， 挑 单 菌落 37°C 培养 
过 夜 ， 次 日 按照 1: 100 的 接种 量 接 入 50 ml LB 液体 培 
FEP, RARE Aw 为 0.6 时 ， 加 入 终 浓度 为 0.5 
的 IPTG, 32C Ẹ 3 hp，4 离心 收集 菌 体 。 
将 菌 体 悬浮 于 破碎 缓冲 液 中 ， 超 声波 破碎 细胞 〈 破 碎 12 
s， 间 隔 28 s， 共 破碎 6 min)。 细 胞 裂解 液 于 12 000 r/ 
min 离心 20 min, WEN HÍT SDS-PAGE 电泳 鉴定 。 
1.7 Cs-cMDH 的 氨基 酸 序列 及 理化 性 质 分 析 

利用 软件 ProtParam (http: //au. expasy. org/ 
param. html) 计算 Cs-cMDH 的 氨基 酸 序列 组 
成 、 相 对 分 子 量 、 理 论 等 电 点 等 理化 性 质 ; 应 用 Bioedit 
软件 分 析 和 蛋白 质 的 玖 水 性 。 
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利用 NCBI 数据 库 的 BLAST 程序 对 Cs-cMDH 进行 
氨基 酸 序列 一 致 性 分 析 。 利 用 软件 ESPript 2.2 (ht- 
tp: //espript. ibep. fr/ESPript/ESPript/) 对 Cs-cMDH 
进行 二 级 结构 的 预测 。 利 用 软件 Swiss-Model (http: // 
swissmodel. expasy. org/) 对 Cs-cMDH 进行 三 维 结构 的 
同 源 建 模 。 




















2 结果 
2.1 茶树 总 RNA 的 提取 
茶树 总 RNA 经 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 呈现 出 
2 条 清晰 的 条 带 (图 1). 分 别 为 28S 和 18S 
rRNA。28S rRNA 的 亮度 约 是 18S rRNA 亮度 
的 两 倍 , 表明 总 RNA 基本 无 降解 。 
2.2 ”全 长 Cs-cMDH 基因 的 获得 
利用 简 并 引物 cMDH -P1 和 cMDH -P2 进行 
PCR 扩 增 获得 779 bp 的 片段 (图 2a)， 在 Gen- 
Bank 进行 BLASTn 比 对 ， 结 果 显 示 为 植物 cMDH 
的 保守 片段 。 然 后 利用 3'RACE Ail 5'RACE 技术 
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图 1 茶树 总 RNA 电泳 图 


Electrophoresis of the total RNA 





Fig. 1 


from Camellia sinensis 
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图 2 Cs-cMDH 基 
(a) Cs-cMDH 基因 保守 片段 的 PCR 扩 增 (M: DNA 标准 分 了 
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(b) (c) 








LAY PCR 扩 增 





Pi DL2000; 1: Cs-cMDH 保守 片段 ); (b) 3/RACE 


All 5'RACE 扩 增 产物 (M: DNA 标准 分 子 量 DL2000; 1: 3/3} RACE 产物 ; 2: 5' 端 RACE 产物 ); 

















(ce) Cs-cMDH 基因 编码 区 的 扩 增 产物 CM: DNA 标准 分 子 量 DL2000; 1: 














Fig.2 PCR amplification of Cs-cMDH gene from Camellia sinensis 








Cs-cMDH 基因 编码 区 ) 





(a) The conserved fragment of Cs-cMDH gene by PCR (M: Marker DL2000; Lane 1: the conserved fragment of Cs-cMDH gene); 
(b) 5' and 3’ RACE fragments (M: Marker DL2000; Lane 1: 3’ RACE fragment; Lane 2: 5'RACE fragment); 
Ce) Full-length Cs-cMDH gene (M: Marker DL2000; Lane 1: Coding sequence of Cs-cMDH gene) 


分 别 获得 378 bp 和 477 bp 的 片段 CA 2b). JA 
DNAMAN 4% 3 个 片段 拼接 获得 1 235 bp 的 完整 
cDNA 序列 ， 编 码 332 个 氨基 酸 。 应 用 NCBI 的 
ORF 程序 显示 Cs-cMDH 基因 包含 62 bp 长 的 5 
非 编 码 区 、ATG 起 始 密码 子 、999 bp 的 基因 编 
码 区 (图 2c) 、TAG 终止 密码 子 及 22 bp 的 poly 
(A) 尾巴 和 174 bp 的 3' 非 编码 区 。 此 基因 已 登 
录 GenBank, 登录 号 为 GQ845406。 
2.3 Cs-cMDH 的 氨基 酸 序 列 及 理化 性 质 分 析 
用 ProtParam 软件 预测 Cs-cMDH 的 理化 性 
质 得 出 其 亚 基 理 论 分 子 量 为 35. 557 kD, 理论 等 
电 点 为 5. 91， 此 和 蛋白 中 含量 比较 多 的 氨基 酸 是 
Ala, Val 和 Leu, 含量 比较 少 的 氨基 酸 是 Phe、 
His 和 Trp， 不 稳定 系数 为 33.93, 属于 稳定 蛋 
白 。 利 用 Bioedit 软件 来 检测 Cs-cMDH 和 蛋白 的 
mIKE (Kyte and Doolittle，1982) 。 分 析 发 现 ， 
Cs-cMDH 的 N 端 存在 明显 的 玻 水 区 ， 这 一 结构 
同样 存在 于 动 植物 以 及 细菌 的 cMDH 当中 
(Ding and Ma, 2004), Cs-cMDH 和 蛋白 的 平均 亲 
水 性 值 (Grand average of hydropathicity， 
GRAVY) 为 0.133， 预 测 该 蛋白 质 为 玻 水 性 蛋 
白质 ， 这 很 可 能 与 其 含有 较 多 的 Ala, Val 和 
Leu 有 关 。 










































































2.4 Cs-cMDH 的 异 源 表达 

以 pMD19-cMDH 为 模板 PCR 扩 增 Cs-cM- 
DH 基因 的 ORF, gt kt ARK RIA RIE pGEX- 
4T-1， 测 序 鉴定 正确 。 将 重组 质粒 pGEX-MDH 转 
AE. coli Rosetta F, 32°C 进行 IPTG 诱导 表达 。 
12% 的 SDS-PAGE 结果 显示 ， 重 组 菌 45 kD 和 66. 2 
kD 之 间 有 明显 的 表达 产物 ， 分 子 量 约 61.5 kD， 如 
图 3 所 示 。 载 体 pGEX-4T-1 #A ABH IK S 转移 
H (glutathione S-transferase, GST) 融合 标签 ， 
GST 大 小 约 为 26 KD， 因此 茶树 细胞 质 苹果 酸 脱 氨 
酶 的 亚 基 分 子 量 约 为 35. 5 kD， 与 理论 计算 值 相近 。 
2.5 Cs-cMDH 的 氨基 酸 序 列 分 析 

利用 BLAST 程序 对 Cs-cMDH 与 其 它 物种 
的 苹果 酸 脱 氧 酶 进行 氨基 酸 序列 一 致 性 分 析 ， 结 
果 见 表 1。 序 列 比 对 显示 ，Cs-cMDH SHER 
等 植物 的 cMDH 具有 很 高 的 同 源 性 。 它 与 杨 树 
cMDH 的 序列 一 致 性 〈identity) 达 93%, 与 拟 
南 芥 、 和 葡萄、 大豆 、 烟 草 、 玉 米 、 苹 果 cMDH 
的 同 源 性 均 宇 90%， 与 水 称 、 小 麦 cMDH 的 同 源 
性 均 为 88%。Cs-cMDH 与 低 等 植物 cMDH 的 同 源 
性 略 低 。Cs-cMDH 与 植物 叶绿体 NADP-MDH 的 
FRII— BPE 40% ~41%, 与 植物 mMDH 和 gM- 
DH 的 同 源 性 较 低 ， 一 般 不 高 于 30%. Cs-cMDH 
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图 3 粗 酶 液 的 SDS-PAGE 分 析 








0.5 mM IPTG 诱导 的 空 载体 对 照 ; 


2.3: 0.5 mM IPTG 诱导 的 粗 酶 液 


Fig. 3 


Analysis of crude extracts by SDS-PAGE 


M: protein molecular weight standard; Lane 1 was crude extract 


of strain carrying pGEX-4T-1 with 0.5 mM ITPG induction; 


Lanes 2 and 3 were crude extracts of strain carrying 


pGEX-MDH with 0.5 mM ITPG induction 


与 动物 cMDH 也 具有 较 高 的 同 源 性 ， 如 它 与 猪 心 
cMDH 的 序列 一 致 性 达 60%. Cs-cMDH 与 猪 mM- 
DH 及 古 菌 的 序列 一 致 性 较 低 ， 小 于 30%. 
2.6 基于 结构 的 Cs-cMDH 二 级 结构 及 3D 预测 
根据 蛋白 质数 据 库 (PDB) 猪 心 eMDH (Pig- 
cMDH) 的 蛋白 质 结 构 (PDB 5mdh) (Chapman 
等 , 1999)， 对 推导 的 Cs-cMDH 氨基 酸 序列 进行 
基于 蛋白 质 结构 的 CMDH 多 序列 比 对 (图 4)。 
预测 Cs-cMDH 为 类 似 猪 心 cMDH =f) = R 
体 ， 每 个 亚 基 包含 13 个 BER 13 olk iE. 
根据 猪 心 eMDH 的 蛋白 质 三 维 结构 (2.4 AD 
(PDB 5mdh) (Chapman 等 ，1999)， 利 用 
SWISS-MODEL 建立 的 Cs-cMDH 亚 基 三 维 结 
构 的 同 源 模型 如 图 5 所 示 。 














表 2 ”推导 的 Cs-cMDH 氨基 酸 序 列 与 不 同 物种 MDH 的 同 源 性 比较 


Table 2 Homology of deduced amino acid sequence of Cs-cMDH with MDHs from various species 











Species Protein Identity (%) GenBank accession number 
Plant 

Populus trichocarpa cMDH * 93 XP _ 002312583 
Arabidopsis thaliana cMDH 92 NP _ 199147 
Vitis vinifera (grape) cMDH 92 XP _ 002278712 
Glycine max (soybean) cMDH 90 AAS18241 
Nicotiana tabacum (tobacco) cMDH 90 CAC12826 

Zea mays (maize) cMDH 90 NP _ 001105603 
Malus x domestica (apple) cMDH 90 ABB36659 
Oryza sativa (rice) cMDH 88 NP _ 001064860 
Triticum aestivum (wheat) cMDH 88 AAP70009 
Chara vulgaris cMDH 74 CAC79550 
Mantoniella squamata cMDH 73 CAC80840 
Micromonas pusilla cMDH 69 EEH56495 
Flaveria Bidentis chMDH '® 41 P46489 
Spinacia oleracea (spinach) chMDH 41 P52426 
Medicago sativa (alfalfa) chMDH 40 048902 

Pisum sativum (pea) chMDH 40 P21528 
Sorghum bicolor chMDH® 40 P17606 

Zea mays (maize) chMDH 40 P15719 
Arabidopsis thaliana cnMDH* 30 Q9SN86 
Arabidopsis thaliana mMDH 4 30 CAA10320 
Citrullus lanatus (watermelon) mMDH 30 P17783 
Citrullus lanatus (watermelon) gMDHe® 26 P19446 

Oryza sativa (rice) gMDH 22 Q42972 

Animal 

Sus scrofa (pig) cMDHO 60 P11708 

Sus scrofa (pig) mMDH® 24 P00346 
Bacteria 

Thermus flavus MDH® 53 CAA38008 
Escherichia coli MDH® 27 BAB37532 
Archaea 

Haloarcula Marismortui MDH® 28 AAA73368 
Salinibacter ruber MDH 25 Q2S8289 


cMDH::; cytoplastic MDH. chMDH?; 


chloroplastic NADP-MDH. cnMDH' : 


chloroplastic NAD-MDH. mMDH!‘; mitochondrial MDH. 


gMDHse glyoxysomal MDH. ©: The crystal structure of protein has been solved to high resolution by x-ray crystallography 
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BA aA aB BB nA ac 
Pig-cMDH —_ QAQ QQHOD —” QQ000nnnnnnnnnnnn 
Pig-cMDH 1 .MS ERT GAARA eY: Nerd Abas ial ly|SpaG NOS V FEK] I eV LT MM G Vi DIV LIZIRI 
Camellia-cMDH 1 MAKERMV GAANA eISBN hA P MENA REV M L(e Popa V pay MARPA A E AMAN(GV KIZAA VAP. 
Apple-cMDH 1 MAKEWMViSenteder-WNefonaCpqAiaVviPIMpgA R(T M L(G pV ERAH LIAR PIA A E AIAN (eV KIYIR VINAr. 
Rice-cMDH 1 MAKEIIMIMAM EU.Y elopdGAANVPMEIA RV M L (eA pep V ERAH MIAR PIA T E SPAN (eT, KIZAA Vay F: 
Soybean-cMDH 1 MAK DIV GAA A e: S: ept AVP MEIA REV MLPA dV ERAH MARPA A E SANOV Kiveomm VA 
Tobacco-cMDH 1 MAK DIQV Eee te? WV pCt AVP MESA RAV M L(a V pay MAEPA A E ARAN(GV KIXARAV Al 
AAAAAAA AAAAAAA 
aD BD oE BE aF 
Pig-cMDH > 2200 _ QQnnnnnnnnnnnn TT -一 一 QQQ0Qn0Qn 
Pig-cMDH 70 PMMDKIEE TENFIKIDIL D VENT Luge SMES Dye 1, L K ANAK bg FAC [0G AWAD KIVINKIKIS|V QQ T WAUG EBC IAT 
Camellia-cMDH 71 ERWT DIVVERNCITIGIV S TRAV MMAEGIE RK ElepV Gop 8.90] V MS KIAMA PIY IAS (0A SI AE SIVYPENAIAINIC KOU KAYA BPW A Be IT 
Apple-cMDH 71 PWT DIV V ERNCITIGIV N ILIV MMZGGIF RK El sage) V MT KINAMS BEY EGS olA SEQAE KIHPNAIPINICHOYT KAYA We AR I 
Rice-cMDH 71 EMT DIV V EENCITIGIV N VERV MAGGIE RK Eee eopsBaga) VMS KINAMS BEY GS olA SEAE AIHPNAIPINICHOYT KAYA NERINE An 工 
Soybean-cMDH 71 PWT DIV V ERNCITIGIV N TRAV MMAEGE RK Elves V MT KINAMS RAY RAS (0A SEMA KIHPNAIAINIC QU KAYA BPW A A IT 
Tobacco-cMDH 71 PyT DIAVERNCIIIGIV N VEAV MMASGF NK Eledvh 8)V MS KISAS BY RAS JA SrAE KJHPNAIPINIC QU LAUA NBSP UA A I 
C mn nm A a E AAA 
nB BF aG nC BG BH BI BJ BK 
Pig-cMDH QQQ TT QQ QQQQQIQIQQQQQQQQQ Qoa —> TT —= TT —> — 
Pig-cMDH 140 ASK SYAPdPK ENF Sopa: enn bs AI A LKIAGMTS DIRAS V NB: ET Ob OPO A: KNMK LIOAKINVIGMW 
Camellia-cMDH 141 LKE FRAPIS E KINI To ssn: DL GlolV S E RANMPIV SIDRA SSV eB: EET Ob ODOR A ONT MAK TPAGINKIPW 
Apple-cMDH 141 LKE FRAPPE KNV TAa: SnD GeV S E RANMAON Se 计生 二 ES Ob ODM ANB ONT MAK T)PISIGIAKICM 
Rice-cMDH 141 LKE FRMSRBMPIE KINI Tp EAE: bs GolT S E KIN MYON TRASNA pea VB: ET Ob eee a ae ONT Wak TIPIS|GIAK| Pay 
Soybean-cMDH 141 LKE FRSJPSP E KIT Sope: ap: AASL GleolT S E RIAT MOI SIIRA SNV pam eae Goes] | (eB@ oA A :PATA TISIAG IA K| Pay 
Tobacco-cMDH 141 LKE YapdPE KIT S OR Rp eSB ON YL Glo} T S E RANMON SAAS EN: EES (Ob Oa are PNT YA T|PIAIGIAKIP MY 
C #HHHH 
oH al aJ aK 
Pig-cMDH 2009 QQ QQQQQQOQQQQQQIQQQ QQQQnnQnnnnnnnQnn0Q 
Pig-cMDH 210 YIJAVK DBIS ILEAK GilT pit doled Ler: T-N pee. 0. 8.0] EM EENE A | epee iVi gI W 
Camellia-cMDH 211 RIAL VANDJE}@8H GlopamaT LMA ey. YT hd CEPT PS S A (efh: T ea V ItevVY FIMe. 
Apple-cMDH 211 RIAL VA DJA BAN GIIS pop: ep. YT hs. YD RPT EPS S 入 [6 T ea V TtevY Siegel. 
Rice-cMDH 211 = RIALVA DRE BAN TDS pA: ey. YT hee WoO. APL EP VS S A fepeb-4 Teal V FevY Shee. 
Soybean-cMDH 211 RAL TIA DBAL AN GilT pAg: ey. | hy EPL PVNS A 入 [60 TW V NEvtevY See . 
Tobacco-cMDH 211 RIAL VA DJA BAN CIAIS LA A DD hy PL PS S A (6gp: T REW V TxtevVY SPa. 
A 
BM BN aL 
Pig-cMDH — rrm QQnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnQ 
Pig-cMDH 280 MAAD DIAL YER BAYTII K DKIT YK E PRAN D FERNE NAMI] L LK AAA A FRSISA 
Camellia-cMDH 280 WAJA CINI YRRRAYTC CN GVT Q PRED D LEPNEK INALIS L PENE AAT Crags}. . 
Apple-cMDH 280 KJS CINI FRRRAYTC O H GEWEK Q SEID E FRIK hA LIDA piENE RA S CHAS}. . 
Rice-cMDH 280 KAJA CINI YERBAYTICS GGIEWT Q PRID E FESSAIKIAMIOALS OS CHAN]. . 
Soybean-cMDH 280 KAJA GIHI YRRRAYT C AN GEKA Q SEID E FRERIK NALIL PENEK pop CIANI. . 
Tobacco-cMDH 280 KAJA CINI YERSBAYAIC EKN CERS PRID E FERSK IALIA pV E RAS CIAT. . 
Cc C 
图 4 基于 结构 信息 的 Cs-cMDH 与 其 它 cMDHs 的 多 序列 比 对 
Pig-cMDH: 来 自 猪 心 的 cMDH (GenBank 登录 号 为 P11708); Camellia-cMDH: 来 自 茶树 的 cMDH (GQ845406); Apple- 
cMDH: Æ ÄRH cMDH (ABB36659); Rice-cMDH: XÆ Ak ÁJ cMDH (AAG13573); Soybean-cMDH: 来 自 大 豆 的 cM- 
DH (AAS18241); Tobacco-cMDH: 来 自 烟草 的 cMDH (CAC12826)。 图 中 以 猪 心 ceMDH 三 维 结构 (5mdh) 为 基础 ， 猪 心 


cMDH 的 二 级 结构 元 件 标 注 在 序列 顶端 ， 





MDH 指纹 序列 
模 体 用 井 
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Fig. 4 
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完全 保守 的 氨基 酸 残 基 以 阴影 表示 ,辅酶 NADE 的 位 点 用 三 角形 CA) 表示 ; 






































F O) 表示 ; 底 物 结合 位 点 用 方块 (BD 表示 ; 决定 辅酶 特异 性 的 关键 位 点 用 五 角 星 OO 表示 ; 催化 
C4) 表示 ; 半 胱 氨 酸 残 基 用 C 表示 。 





Structure-based multiple sequence alignment of Cs-cMDH and cMDHs from other sources 


Pig-cMDH: cMDH from porcine heart (GenBank accession number P11708); Camellia-cMDH: cMDH from Camellia sinensis 
(GQ845406); Apple-cCMDH: cMDH from Malus domestica (ABB36659) ; Rice-cMDH: cMDH from Oryza sativa (AAG13573); 


Soybean-cCMDH 


cMDH from Glycine max (AAS18241); Tobacco-cCMDH: cMDH from Nicotiana tabacum (CAC12826). The 


sequence alignment was based on the three-dimension structure of pig heart CMDH (5mdh). The secondary structural elements of 


Pig-cMDH (PDB 5mdh) are placed above the alignment. The completely conserved amino acid residues are shaded. The binding 


site of coenzyme NADT 


was represented as triangles (A); the fingerprint sequence of MDH was represented as asterisk ( * ); the 


binding site of substrate was represented as squares (MM); the critical site of cofactor specificity was represented as stars (#€); the 


catalytic motif was represented as hashs (+); the cysteine was represented as C 
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图 5 Cs-cMDH 亚 基 预测 的 三 维 结构 立体 视图 











图 中 Cs-cMDH 的 NN 端 和 C 端 用 相应 的 字母 表示 ，a- 螺 旋 用 紫 














色 螺旋 表示 ，B- 折 闪 用 黄色 箭头 表示 ， 转 折 和 卷曲 用 








参与 辅酶 NAD* 结合 的 MDH 指纹 序列 氨基 酸 
































青色 绳索 表示 ， 
































] 蓝 色 表示 ， 参 与 底 物 结合 的 催化 残 基 用 红色 表示 

















Fig.5 Steoreo view of predicted three-dimension structure of Cs-cMDH subunit 


The N- and C-termini of Cs-cMDH were represented in capital letters N and C, respectively. The a-helix was represented in purple helix. 


The B-sheet was represented in yellow arrow. The turn and coil were represented in cyan rope. The fingerprint sequence of MDH 


involved in the binding site of coenzyme NAD™T was represented blue. The binding sites of substrate were represented in red 


3 讨论 

我 国 是 茶树 的 原 产 地 ， 是 最 早 发 现 和 利用 茶 
树 的 国家 ， 并 把 茶叶 发 展 成 为 我 国 和 东方 乃至 整 
个 世界 的 一 种 燥 烂 独特 的 茶 文 化 。 由 于 茶 是 一 种 
重要 的 饮料 并 具有 医学 价值 ， 茶 树 新 基因 的 克 
隆 、 表 达 及 功能 鉴定 工作 也 一 直 是 分 子 生 物 学 研 
究 的 热点 ， 包 括 茶 树 儿 茶 素 类 代谢 相关 基因 克 
隆 、 茶 树 咖 啡 碱 合成 相关 基因 克隆 、 茶 树 基础 代 
谢 相关 基因 克隆 、 茶 树 抗 着 性 相关 基因 克隆 等 
GEERS, 2007). 

本 研究 进行 了 茶树 基础 代谢 相关 基因 的 克隆 
和 表达 。 我 们 利用 GenBank 中 已 报道 的 植物 细 
胞 质 MDH 序列 ， 设 计 简 并 性 引物 扩 增 得 到 茶树 
cMDH 的 保守 片段 ， 再 采用 RACE 技术 成 功 获 
得 完整 的 Cs-cMDH (Genbank 登录 号 为 
GQ845406) 。 由 于 原核 和 真 核 基因 在 胞 内 环境 存 
在 许多 差异 ， 以 及 被 诱导 的 和 蛋白 常常 在 短 时 间 内 
大 量 产生 以 至 于 来 不 及 正确 折 欠 ， 所 以 真 核 基因 
在 原核 表达 体系 中 往往 形成 包涵 体 而 得 不 到 可 溶 
性 的 活性 和 蛋白。 实验 中 采取 降低 诱导 温度 、 
IPTG 梯度 诱导 、 缩 短 诱导 时 间 的 方法 ， 最 终 经 
0.5 mmol .LIPTG 于 32 诱导 表达 3 h 后 可 
以 获得 大 量 可 溶性 融合 蛋白 (图 3)。 生 物 信 息 
学 分 析 显 示 该 基因 长 1 235 bp， 编 码 332 个 氨基 
酸 。Cs-cMDH Æ A ME A Ke Bit ok VE AER, 
数目 高 于 其 它 植物 cMDH， 为 疏水 性 蛋白 。 



































氨基 酸 序 列 一 致 性 分 析 显 示 ，Cs-cMDH 与 
其 它 高 等 植物 cMDH 的 同 源 性 很 高 ， 如 与 大 豆 、 
WE, EX, E cMDH 的 序列 一 致 性 均 为 
90%. Cs-cMDH 与 动物 cMDH 也 具有 和 较 高 的 同 
源 性 ， 如 它 与 猪 心 ceMDH 的 序列 一 致 性 达 
60%. Cs-cMDH 与 植物 叶绿体 NADP-MDH 的 
序列 一 致 性 为 40 外 一 41 中 ， 与 植物 mMDH 和 
gMDH 的 同 源 性 更 低 ， 一 般 不 高 于 30%。 因 此 
初步 推断 我 们 获得 了 茶树 细胞 质 MDH. 

在 真 核 生 物 中 ，cMDH 在 细胞 质 和 细胞 器 
之 间 底 物 和 还 原 当 量 交换 的 多 种 穿梭 系统 中 起 重 
要 作用 。 如 细胞 质 MDH 是 苹果 酸 一 天 冬 氨 酸 穿 
梭 系 统 中 的 关键 酶 之 一 ， 而 这 种 穿梭 系统 对 于 调 
节 和 维持 细胞 质 和 线粒体 中 NAD/NADH 比例 
的 平衡 至 关 重 要 (Leopez-Calcagno , 2009; 
Easlon 等 ,2008; Ding and Ma, 2004)。 最 新 的 
研究 发 现 ， 苹 果 酸 一 天 冬 氨 酸 穿梭 系统 和 甘油 磷 
酸 穿梭 系统 是 酵母 卡路里 限制 (calories restric- 
tions) 介 导 的 生命 寿 限 延长 的 新 调节 因子 ， 并 
且 在 卡路里 限制 条 件 下 ， 苹 果 酸 一 天 冬 氮 酸 穿梭 
RRE NAD? 和 NADH 跨越 线粒体 膜 的 穿梭 中 
扮演 着 重要 角色 (Easlon 等 ,2008) 。 研 究 还 发 
现 ， 当 葡萄 糖 缺 乏 时 ， 细 胞 核 质 MDH 可 以 调节 
p53- 依 赖 的 细胞 周期 捕捉 和 凋 亡 ， 上 暗示 细胞 核 质 
MDH 是 p53- 依 赖 性 代谢 检查 点 的 转录 调节 因子 
(Lee 4, 2009), Yb. cMDH 对 核酸 选择 性 通 
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道 (Hanss 等 ，2002) 和 糖 异 生 功 能 (Gibson 
and McAlister-Henn, 2003) 也 有 影响 。 

目前 植物 中 线粒体 NAD-MDH、 叶 绿 体 
NADP-MDH 以 及 微 体 NAD-MDH 的 研究 已 经 
很 广泛 ， 但 是 其 它 类 型 的 MDH 研究 得 较 少 ， 尤 
其 对 cMDH 的 研究 甚 少 。 植 物 MDH 已 经 获得 
高 分 辨 率 X- 衍 射 晶体 结构 的 有 黄 顶 菊 (Flaveria 
bidentis ) MA (Sorghum bicolor ) 的 叶绿体 
NADP-MDH、 西 瓜 ( Citrullus lanatus) 的 乙 
醋酸 体 NAD-MDH (Johansson 等 ，1999; Carr 
等 ，1999; Bryan 等 ，2005), 但 是 植物 细胞 质 
NAD-MDH 和 线粒体 NAD-MDH 28 44 sin 
结构 数据 。 尤 其 是 cMDH，PDB AA H b 
cMDH 的 晶体 结构 数据 (Chapman , 1999), 

基于 猪 心 cMDH 和 蛋白质 结构 (PDB ID 
5mdh) 的 多 重 氨 基 酸 序列 比 对 ， 预 测 Cs-cMDH 
为 类 似 猪 心 CMDH 的 二 聚 体 ， 每 个 亚 基 包含 13 
BHT 13 个 a- 螺 旋 (图 4，5): Cs-cMDH 
包含 典型 的 MDH “指纹 ” (fingerprint) 序列 
GY AAGQIG", EE BTA MDH 中 都 相当 保守 
(Johansson “, 1999; Carr $, 1999; Bryan 等 ， 
2005), G? AAGQIG" 和 V AN 于是 NADY 结 
@k, DY. N, Q'S. AS’ NAD? 结合 位 
点 ; EERIE (moti) I! WGNH' Ay H'* 是 
活性 部 位 即 质子 受 体 ， 该 位 点 在 cMDH 中 高 度 
保守 (Birktoft 等 , 1982); Q*、Q” 和 Q'® ZK 
物 结合 位 点 (Chapman 等 ，1999); 和 所 有 植物 
cMDH 一 样 包含 6 个 保守 的 Cys，C 和 C JE 
成 分 子 内 部 二 硫 键 ，C5 参与 形成 分 子 间 二 硫 键 
(Satoshi 4, 2006; Dong 等 ，1994) 。 

Cs-cMDH 包含 的 D” IPPAAE” 序列 在 所 有 
NAD-MDH 中 都 很 保守 ， 在 一 些 细菌 NAD-MDH 
中 为 E"IPQAMK” (氨基酸 编号 以 嗜 热 菌 Ther- 
mus flavus 的 MDH 为 准 ), 但 是 在 所 有 叶绿体 
NADP-MDH 中 均 为 G*SERSFQ (A)'” (氨基 
酸 编号 以 黄 顶 菊 Flaveria bidentis 叶绿体 NADP- 
MDH 为 准 ) 。 尤 其 是 Cs-cMDH PHI D, 结构 
生物 学 分 析 认 为 Asp 带 负 电荷 的 侧 链 占据 了 
NADP (H) 的 2 -磷酸 基 团 需要 的 结构 空间 ， 
所 以 导致 所 有 的 NAD-MDH 只 能 以 NAD* 为 辅 
H (Carr 等 ，1999; Isabelle 等 ，2000)。 实 验证 
x, 将 Thermus flavus 的 MDH 中 的 下 突变 为 






























































G1 后， 突变 体 酶 对 NAD? 的 亲 和 性 明显 降低 ， 
而 对 NADP” 的 催化 效率 明显 提高 (Nishiyama 
等 ,1993) 。 因 此 我 们 推断 Cs-cMDH 为 茶树 细 
胞 质 NAD- 依 赖 型 苹果 酸 脱氧 酶 。 

近 几 年 茶树 基因 分 离 研究 已 取得 了 较 大 进 
展 。 但 已 经 登录 的 茶树 基因 序列 数 与 其 它 草 本 及 
木 本 经 济 植物 相 比 仍 有 较 大 差距 。 今 后 的 研究 主 
要 包括 茶树 基因 组 计划 研究 、 原 创 性 基因 的 发 
掘 、 充 分 利用 已 分 离 获得 的 大 量 模式 植物 的 基因 
信息 等 来 加 快 茶树 基因 的 分 离 工 作 等 ( 陆 建 良 
等 ,2007) 。 我 们 对 茶树 细胞 质 苹 果 酸 脱氧 酶 的 
研究 为 植物 cMDH 的 研究 提供 了 更 多 信息 ， 也 
为 Cs-cMDH 的 功能 研究 、 唱 体 学 研究 及 转基因 
植物 研究 奠定 了 基础 。 
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